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単純 ヘ ル ペ ス ウイ ル ス 1 型 くHSV．1 潜伏感染B A L BIc マ ウ ス を用 い て， 中枢神経系に 特異的 な ウ
イ ル ス ゲ ノ ム の構造変化の有無 を検討 した． ま た， 再発 ヘ ル ペ ス 症 と思わ れ る病変を示 した マ ウ ス を用 い
て， H S V ゲノ ム の 存在量 と再発 と の 関連性も調 べ た ． 潜伏感染 マ ウス は， H S V－1．H F株 を マ ウ ス 角膜 に
接種す る こ と に よ っ て作成 した． H S V－1の 潜伏は三 叉 神経節と感受性細胞 と の共生培養を行い ， 感染性 ウ
イ ル ス を救済す る こ と に よ っ て証明 した． 組織 中の ウイ ル ス ゲ ノ ム の 解析 は， 組織か ら抽出した D N A を制
限酵素 Ba mH I で消化 し， アガ ロ ー ス ゲ ル で電気泳動 した． 分離し た D N A断片 をSo uthe rn法 を用 い て ニ
トロ セ ル ロ ー ス 膜 に移 し た後， 32P で標識 した Ba mHI，C 断片と ハ イ プリ ダイ ゼ ー シ ョ ン を行 っ た ． プロ ー
プに 用 い た Ba mH I．C断片は， H S V－1．DN A から ク ロ ー ニ ン グ した 断片 で あ り ， この 断片 は H S V－1 のマ ッ
プ上 UL 部に 位置 し， 細胞 D N A と相同性を全く示 さ な い こ と を確認 した． ほ とん どの 個体の大脳皮質と脳
幹か ら C 断片と， C 断片が 著し く小さ く な っ た4 K b断片と を検出 した． こ の 4 K b断片は， 三 叉神経節 で は
検出され なか っ た ． ヘ ル ペ ス再発 マ ウス の 中枢神経系で は， C断片の検出量が多か っ た ． 以上 の こ と か ら 中
枢神経系に 存在 す る 一 部の ゲ ノ ム に は， 特異的な UL 領域の 構造変化が 生 じて い る こ とと， 再発 に よ り マ ウ
ス 中枢神経系で H S V－1 ゲノ ム 量が 蓄積 す る こ と が推定され た．
Key w o rds Herpes sim plex vir usty pe l， Latently infected m ou se， Ce ntral
n er v ou s syste m， So uthernblot hybridiz atio n， Stru ctu ral m odi－
fic atio n
単純 ヘ ル ペ ス ウイ ル ス くherpe s sim ple x viru s こ
H S Vうは， ヒ ト で の 初感染に お い て は ， 通常日立 っ た
病変を生 じさせ る こ と な く体内に 潜伏 し， 時々何等か
の刺激に よ り再活性化 さ れ， 体表 に 再発 ヘ ル ペ ス 症を
引き起 こ す こ とが 知ら れ て い る1ト 41
．
こ の よ う な H S V
潜伏感染の 解析 の た め に ， 一一 般 に マ ウ ス 5卜刀 ， ウサ ギ81
などの 実験モ デ ル が使 わ れ てい る ． 例 え ば， マ ウ ス の
角膜 に H S Vl型 くH S V－11 を接種 す る と， マ ウ ス は
感染初期に 急性症状 を呈 す るが ， 急性期 の 症状が消退
する と， 外見杓に は正 常 に な る． こ の よ う な マ ウス で
は， 潜伏状態の HSV が 三叉神経節 に 存在す る． これ
は ， 感染力の あ る ウイ ル ス が検出で き な く な っ た 三 叉
神経節 か ら， 共 生培養法9ト 川 に よ り ウ イ ル ス が in
vitr oで救済 くre s c u elさせ る こと に よ っ て証明さ れ て
い る． 同様な手法 で ， ヒ トの 神経節9Il lト1輿こも H S V が
潜伏し てい る こ とが 明らか に され た．
神経節以 外の 組織 に お け る H S V－1の 潜伏 に つ い て
は未だ不明な点が多い ． しか し， H S V がヘ ル ペ ス 脳炎
を引き起 こ す こ と， あ るい は BSV 感染と精神障害 と
の 関連性が疫学的研究 用 1引か ら 示唆さ れ て い る こ と な
どの 理 由に よ り， 中枢神経組織 に お け る H S V－1潜伏
の 有無が注目 され て き た． Frais e rら1 6卜 岬 は， HSV－1
A bbre viation s 二d C T P， de o xycitidin e5
，
－triphosphatei d N T P， de o xyn u cle otide 5
，
－tripho s－
phate三工RL， inte rn alr epeat r egio n of lo ng s egm ent三工Rs， intern alr epeat regio n of short
Segm e nt三 K b，kilobasepairs三 LS，long and sho rtsegm e ntsi O D， Optic al de n sity ニS B E， S ugar
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が 潜伏 し た ヒ ト や マ ウ ス の 中枢神経組織 に お け る
H S V．1 ゲノ ム の 存 在 を 高感度 の 分子 生物学的手法
くSo uther n法1 9りを用 い て 示 した． しか し， 中枢神経組
織か ら潜伏 H S V が感染粒子 と し て検出 され た例 は ヒ
トで は ま っ た く なく ， また 潜伏感染 マ ウ ス で も き わ め
て稀で あ る 川 ．
中枢神経組織に ウイ ル ス ゲ ノ ム が存在 す る に も 拘ら
ず， 共生培養法 で H S V－1 を救済 で き な い 理 由の 一 つ
と し て ， 存在 す る H S V－1 ゲ ノ ム が不 完全ゲ ノ ム で あ
る た め， 感染性 ウイ ル ス が産生 され な い 可能性が考 え
られ る． こ れ まで に ， 神経節や 中枢神経組織 に 存在す
る H S V－1 ゲノ ム の末端部 に 構造変化が お きて い る こ
とは知 られ て い るが 糊1印 lト2 3I， 中枢神経組織 に特異的
な H S V－1 ゲノ ム の 変化は 未だ 報告さ れ て い な い ． そ
こ で， 著者 は， H S V－1潜伏感染 マ ウ ス を用い て， 中枢
神経組織に 特異的な ウイ ル ス ゲノ ム の 構造変化がある
か どうか を明 らか に す る こ と を目的 と して ， 本研究 を
実施 した ． ま た本研究 で は， 潜伏感染成立後
一 部 の マ
ウス に ， ヒ トの 再発 ヘ ル ペ ス 症 に 類似 の病変が認 め ら
れ た の で， H S V－ ゲ ノ ム の 存在量 と再発 との 関連性 に
つ い て も併せ検討 した ．
材 料 と 方 法
工 ． H S Y－1潜伏感染 マ ウス の 作成
H S V－1潜伏感染 マ ウ ス作 成の 概略 を以 下に 示 す． マ
ウス は 4週齢雄性 B A L BJIc く船橋農場l， ウイ ル ス は
研究室継代株 であ る HSV－l． H F株 を用 い た． マ ウ ス
の 両眼を擦過 し1．5XlO6 量の ウ イ ル ス を接種 し た． 初
感染は検眼 に よ っ て 全て の 接種 マ ウス で確認さ れ た．
H S V－1感染 に よ る急性全身症状 は全例 に 観察 され た
が， それ に よ る死亡 は接種 マ ウ ス の 5％以下 で あ っ た ．
ウイ ル ス の 潜伏は， H S V－1接種 5週後 の 大脳皮質， 脳
幹， 三 叉 神経節各組織磨砕液か ら， 感染力の ある H S V－
1 ウイル ス が 検出さ れ な か フ た こ と， 接種後 8週の 三
叉神経節か ら共生培養法に よ り ウイ ル ス が救済 され た
こ と か ら証明 され た． なお ， 接種後 10週 を経過 した こ
ろか ら， 再発 ヘ ル ペ ス 症 と考 えら れ る眼瞼や頭部 の 脱
毛， 潰瘍が 約35％の マ ウ ス に 認め られ た． こ の 症状 は
出現後7 へ 10日間観察され ， 治癒 す る例が ほと ん どで
あ っ た ．
工1 ． ウイ ル ス D N Aブ ロ ー プ の 作成
1 ． ウイ ル ス D N A の調整
HSV．1 ． H F株 を， 感染多重度 0．5 プラ ツ ク形成単
位ノml で Ve r o細 胞 け ル 腎由来細胞うに 感染さ せ た．
ウイ ル ス 特異的細胞変性 が全面に 出現 した 感染性細胞
を ラ バ ー ポ リ ス マ ン で はが し， 低速遠心 に よ っ て 回収
した． 回収 した細胞 を凍結融解 に よ っ て 破壊 した後，
遠 心 く15，000rpm ， 4
O
C， 6 0分 間 こ ロ ー タ ー 5 N，
T OM Y 社l し， 沈 漆を緩衝液 N T EO．13 M NaCl＋
0．05 M Tris くpH 7．81＋0．01 ME D T Aコ に 再懸濁し，
さ ら に 音波処理 し ウイ ル ス 濃縮液を得 た． 濃縮液を，
不 連続廉精密度勾配 く60－ 50－35－ 20－5％う に重層
し， S W41T iロ
ー タ ー くBe ckm a n社 ほ 用 い て 超遠心
く21，000rpm ， 60分間1 を行 っ た ． 50％と 35％の界面
に で き た不 透明 バ ン ド を回 収 し， 緩衝液 NT Eで希釈
し， 再 度 超 遠 心 く5仇000rpm ， 60分 間 こ ロ ー タ ー
T Y 65， Be ckm a n社l を行 っ て ， 沈漆 を緩衝液 N T El
mlに 再 懸濁 し た． ウイ ル ス 懸濁液は， 10m M E DT A，
0 ．5％Sodiu mdode cylsulfate くS D Sl お よ び Pr otei．
n a s eK く最終濃度50JLglml を加 えて 37
0
C で 1時間
消化 した． フ ェ ノ ー ル 抽出 1 回， ク ロ ロ フ ォ ル ム 抽出
を 1 回 行い ， 緩衝液 EE2m M Tris－ H ClくpH 7．81＋
0．2 m M E D T A＋ 2 m M NaClj に 対 し て 透析し た．
エ タ ノ ー ル に よ り沈 澱 さ せ た D N A沈漆 は緩衝液E
に 溶解 し， 精製 H S V－1 D N A と した．
2 ． ウイ ル ス D N A断片の ク ロ ー ニ ン グ
ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー の プ ラ ミ ド pA T153
くAm e r sham 社l を 用 い て ク ロ ー ニ ン グ し た． 精製
H S V－1．D N A を制限酵素 Ba mH Iく東洋紡社1 で消化
し た
． pA T 153D N Aを Ba mH Iで消化 し， バ ク テリ
ア ． ア ル カ リ ． フ ォ ス フ ァ タ
ー ゼ く宝酒造社う で処理
し， 上 記の H S V－1．D N A断片 と T4 D N A ガ
ー ゼ ほ
酒造杜1で反応さ せ て 組み 替え D N A を作製 した． この
D N A を用い て大腸菌 E BlOl ほ 酒造社う を形質転換
した ． 形質転換 コ ロ ニ ー か らプ ラ ス ミ ド を抽出し， 制
限酵素 に よ る解析 を行 っ た ． 酵素反 応及 び各処理の 条
件 は各製剤の 使用 書 に 従 っ た ．
3 ． ク ロ ー ニ ン グ断片の 検定
マ ウ ス 細胞 D N Aは 株化細胞 し929か ら Gro ss
．
Bellard 法2 4Iを 用 い て 抽出 した． ま た， 陽性対照 として
こ の D N Aに 細 胞 当 り に H S V－1 くH FI D NA l コ
ピ ー 分加 え た もの を作 り， こ の 両者 を Ba m王1工で消化
した ． 1 コ ピ ー ノ細胞 は， マ ウ ス細胞 1個 に H S V．い
D N A が平均1分子存在 し た と き の 量 で あ り， H S V，
1． DN Aの 分子 量 と 2倍体晴乳動物細胞の D N A含量
と の 比 くお よ そ 2．5XlO－7っ か ら 求 め た． 消 化 し た
brom ophe n ol blu e ele ctropho resi bufferニ S D S， S Odiu m dode cyl s ulfa
teニ T RL， te r min al
r epeat regio n of lo ng s egm e nti T Rs， ter min al r epe at r egion of lo ng s egm ents UL， lo ng
u niqu e regio nニ Us， Short u niqu e r eglO n．
中枢神経系で 特異的 な H S V ゲノ ム の構 造変化
DN A を1％水平 ア ガ ロ ー ス ゲ ル く135X134X 5 m m
l で 電気泳動し た． 分離 し た D N A を So uthe rn法 に
ょ っ て ニ ト ロ セ ル ロ
ー ス 膿 に 移 し た 後， ク ロ ー ン 化
DN A断片 をプ ロ ー ブ に 用 い て ハ イ プ リダ イ ゼ ー シ ョ
ンを行 っ た く方法の 詳細は後 に 述 べ るう．
王Il． プ ロ ッ ト ． ハ イ プ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン に よ る
H S Y－1 ． DN Aの 検出
1 ． 組織か ら の D N A抽出
HS V－1 接種 6 カ月後 に マ ウ ス を心臓穿刺 に よ っ て
屠殺 したの ち， 大脳皮質， 脳幹及 び三 叉神経節 を切 り
出し て － 80
0
C に て凍結保存 した． 組織 を細切 し， 緩衝
液AEO．5％S D S＋10m M Tris－ H ClくpH 7．81＋10
m M E D T A＋10m M NaClコ 中で Pr otein a s eK く50
声gノmlぅに よ り37
0
C で 一 晩消化 した． 消化液 を緩衝液
BF500m M Tris－H ClくpH 7．81＋10m M E D T A ＋10
m M NaCl十0．5％S D Sコ で飽和 し た フ ェ ノ ー ル で 2
回， ク ロ ロ ホル ム くIs o a myl AIc oholを 1124容加 えた
もの1 で 1 回抽出 した． 最後 に 得ら れ た水層を緩衝液
D亡10 m M Trisr H ClくpH 7．81＋10m M NaCl＋0．5
M E D T Aコ に 対 して透析 し， 10m M E D T A， R Nas e
A く50FLgJ
，
mlJと R Na seT lく50uノml を加 えて 37
0
C
で 2時間消化 した ． さ ら に ， S D Sく0．5％l と Pr otei－
n a seK く50JLgノml を加 えて 37
0
C で 1時間消化 した
の ち， フ ェ ノ ー ル 抽出， ク ロ ロ フ ォ ル ム 抽出 を 1回づ
つ 行い ， 緩衝液 EE2 m M Tris－ H ClくpH 7．8トト2 m M
NaCl＋0．2 M E D T Aコに 対して透析 した ． なお ， 外液
の交換は 4回行 い ， 3日 か ら 4 日間透析 した ．
上 記 の 方法 に よ っ て 得 た D NA の 濃度 は 吸 光度
O D2 58を測定して 求め た．
2 ． 制限酵素消化， ゲル 電気泳動， プ ロ ツ ティ ン グ
組織 か ら抽出 し た検体 D N Aく5FLgl を Ba mH Iで
消化し た． 陽性対照と して し929 D N Aに 細胞あた り
1 コ ピ ー ，0． 1 コ ピ ー ，0．01 コ ピ
ー の H S V－1ゲ ノ ム を
0 0 ． 1 0 ． 2 0 ． 3 0 ． 4 0 ． 5
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加 えた検体 を， ま た陰性対照と して 非感染 マ ウ ス の各
組織か ら 抽出 した D N Aを 同様 に Ba mH I で消化 し
た． 消化 した D N A をエ タ ノ ー ル で沈澱 し， S B EE8％
蕉糖 ＋0．02％bro m ophe n ol blu e＋0．04 M Tris－H Cl
くpH 7．81＋0．04 Macetic acid十0．001 M E D T Aコ50
声1に 68度， 10分 で溶か し， 1％垂直 ア ガ ロ ー ス ゲ ル
く17．OX15．5XO．3 m mう に の せ た． 泳 動 は， 緩 衝 液
Lo．04 Ma c etic a cid ＋0． 4 M Tris－H ClくpH 7．8J＋
0．001 M E D T Aコ 内で 室温 で 14旬 16時間行 い D N A
断片を分離 した． な お D N A の サイ ズマ ー カ ー と して，
フ ァ ー ジ 入 の Hind 工I王く東洋紡社J 断片を検体 と共 に
泳動した ． 泳動終 了後 0．5〆gノml エ チデ ィ ウム ブ ロ マ
イ ドで 染色 し， 紫外線照射下で 写真撮影 した ． 次 に ，
分離 D N A断片を So uthe rn法に よ りア ガ ロ ー ス ゲ ル
内か ら ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に移 した ． セ ル ロ ー ス 膜 は，
3 XSS Cく1 XS S C は 0．15 M NaCl ＋0．015 M クエ
ン 酸ナ トリ ウム を い うぅ で 両面を こ す り付着 した ゲ ル
を除い たの ち， ド ライ ヤ ー で 乾燥 させ， 真空デ シ ケ 一
夕 ー で 1 日以上保存 した ．
3 ． プ ロ ー ブ の アイ ソ ト ー プ標識
プロ ー ブの 標識 は M ulti P rim eLabelling Syste m
くAm e rsha m 社l 法に したが っ た ． その 方法の 概略は次
に 述 べ る通 りで ある． 組換え プラ ス ミ ドか ら ウイ ル ス
D NA 断片 を Ba mH l で切 り出 し， アガ ロ ー ス ゲ ル 電
気泳動で 分離精製 した ． 精製 D N A断片は熱変性さ せ，
同断片を鋳型 と して マ ル チ ． プライ マ ー ， D N A ポ リ メ
ラ ー ゼ くKle n o w断片l， 仁a － 3 2Pコd C T Pく800 Cilm M ，
A m e r sha m 社I 及 び他の 3種 の 未標識の d N T P の存
在下 に D N A合成 を行 っ た． 標識 し た D N A はニ ッ
ク ． カ ラム くPharm a cia 社1 を用い て精製 した ． 得 ら
れ た D N A の比 活性 は 5 へ 10XlO8 cpmJJJg D N A で
あ っ た
．
4 ． ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 瑚2 5I
m ap u nit
O ． 6 0 ． 7 0 ． 8 0． g l ． 0
T RL U L JRLI RS Us T RS
C A D K J
州 側 匹2詔 巴a 田
Fig． 1． M ap lo c atio n of H S V－1 Bam HIfr agm ents clo n ed in this study－ Hatched re cta ngula rs
repr e se nt the clo n ed Bam H Ifragm e ntsloc ated o nthe pr ototy pe H S V
－1ge n o m e． T he mid dlepa rt
ofthis figureillustratesthe ge n o m e str u ctu r e of H S V
TI D N A． T he UL a nd Us indic ate alo ng
u niqu e r egion a nd a sho rt u niqu e r egl O n， r eSpe Ctiv ely． T he T RL ， T Rs， IRL a nd IRs indic ate
te rmin alrepe atくT Rlr egio n s and inte rn alrepe atくI Rンregio n s whichc o n n e ct thetwo unique regio n s．
T he toplin e sho w s m ap u nit of H S V－1 ge n o m eく1m ap u nitis equiv alent to 163 K bl．
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D N Aを移 した ニ トロ セ ル ロ ー ス 膜 を 80
0
C， 3時間
で 処理 し， 3 XS S Cに 室温 で 3分， 3 XS S C＋ 0．2％
Dehnha rdt試薬 く1％ Dehnha rdt 試薬 は牛 血 清 ア ル
ブ ミ ン ， フ ィ コ
ー ル
， ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン を各 1 ％
含むl＋0．1％ SDS に 68
0
C， 10分浸 した後， 熱変性仔
牛 胸 腺 D N Aく5m gJml を 含 む 3 XS S C＋0．2％
Dehnha rdt試薬 ＋0．1％S D Sで 68度， 3 時間処理 し
た ． こ の ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に a2P 標識 プ ロ ー プ を 加
え， 68
0
C で， 2 日間 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を行 っ た ．
反 応終了後， 3 XS S C十0．2％ Dehnhardt試薬 ＋0．1％
SDS で 68
0
C， 15分 間 1 回 ， 2 XS S C＋0．1％S D S＋
0．1％ NaP Piで 68
b
C， 15分間6回， 3 XS S C で室温，
10分間 1 回 の洗 い を行い ， 乾燥 させ た．
オ ー トラ ジ オ グ ラフ イ ー は ， 富士 フ イ ル ム 社製 X 線




へ 10日間行 っ た．
成 績
L HS Y．1 十D NA ブロ ー プ の 作製
H S V－1 ゲノ ム に は， 哺乳動物細胞 D N A と相同性 を
有す る領域が い く つ か 存在 す る こ とが 知られ て い る の
で 瑚 叩 ， 組織か ら の ES V－1ゲ ノ ム 検 出に あた っ て，
H S V－1ゲ ノ ム 全体 を ブ ロ ー プ と して用 い る こ と は で
き な い
．
そ こで ， 本研究 で は， H S V－1 ゲノ ム の制限酵
素切断断片を多数ク ロ ー ニ ン グし， そ の中か ら マ ウス
株化細胞 し929 D N A と相同性 の な い 断片を選択 し，
プ ロ ー プ と して用 い る こ とに した． す なわ ち， Ba mH l
で H SV－1 くH FID N Aを切断 した際 に 生 じる約 35個
の 断片の う ち 細 ， A， C， D， El ， E2 とJ 断片をプ ラ ス ミ
ド pA T 153 を用い て ク ロ ー ニ ン グ した ． H S V－1 D N A
は， 長い L部分 と短い S 部分か ら な り， L と S 部分の
固有 な塩基配列 で あ る u niqu e lo ng くULl 領域と
u niqu e sho rt くUsl 領域の 両端 に 反 復配列が あ る構造
をと っ てい る く図 い ． UL と Us の 末端部の termin al
repe at r egio nくT RL と T Rsl と 接合部 のinte rn al
repe at regio n く工RL とI Rsl は， それ ぞれ 互 い に 倒置
構造を と っ て い る29ト 瑚 ． ク ロ ー ニ ン グ した A， C と D
断片は UL 領域 に ， J 断片は Us 領域 に 位置 して い る．
Kl と K2 断片は L S接合部 に あ り， I Rs とI RL の 領域
内に 位置 して い る． 図1 に 各断片の ゲ ノ ム 上 の 位置 を
示 す ． 各断片を含む組 み換え D N A を Ba mHI で 消化，
切断 し， 電気泳動 した結果 は図 2 に 示 した通 り で ある．
なお ， A 断片を含む 組換 え D N Aに は 小 さ い 断片 く1．
8 K bうが 共に ク ロ ー ン化さ れ たが ， こ の 小断片 の 由来に
つ い て は詳 し く調べ なか っ た ． こ こ に は成績 を示 して
い な い が， 各 断片の 同定は ， 遺伝子 地図が判明 して い
る HSV－1． F株 細 の Ba mH L消化断片と HF株消化断
片との 電気泳動 パ タ ー ン を比 較 して 行 っ た ．
次 に ク ロ ー ン 化 Ba mH工断片の 中か ら， 文献上2 6明
細胞 D NA と相同性が証明 され て い な い A， C とD 断
片と， 細胞 D N A と高い 相同性 を示 す K． 断片 を選び，
こ れ ら の 断片と マ ウ ス 細胞 し929D N A との 相同性を
検討 した． L－929 D N A 及 び D N Aに 1 コ ピ ー JI細胞に
相当す る H S V－1 ゲノ ム を 混合 した も の を Bam HIで
消化 し， 1％ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 電気泳動 した． 分離し
た D N A を So uthe rn法 で ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 へ 移し
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Fig．2． Aga r o s egel ele ctropho re si of clo n ed
Bam H I fr agm ents． T he re c o mbin at D N As，
c o ntaining fr agm e nt A， C， D，J． Kl a nd K2 W ere
dige sted with Ba mH Iand ele ctropho r es ed on aO．
8％ aga ro segel． Purified H S V－1tH FID N Awa s
dige sted with Ba mH Ia nd electr opho r es ed in
parallel a s a ref re n c e． T he gel w a s stain ed
with ethidiu m br o mide a nd vis u aliz ed with ultr a
，
violetillu min atio n． Po sitio n ofv ariou sHind l工I
fragm e nts of pha rge lamda D N A， r u n ni g ln
pa r allel a s siz e m a rkers， a r egiv en o nthe right
side ofthe photogr aph． T he a rr o windic atesthe
lin e a riz ed pA T 153， S epa rated in the gell T he
white a r ro whe ad indic ate s a n e xtr aDN A fr ag－
m e nt that w a s clo n ed together with the A
fr agm ent．
中枢神経系 で 特異的な B S V ゲノ ム の 構造変化
たの ち，
32P で標識 した各断片を プ ロ ー ブ に 用 い て， 方
法で 述 べ た条件下で ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を行 っ た
く図3 ン． A と C 断片は ， 細胞 あた り 1 コ ピ ー 分の H S V
ゲ ノ ム の 各 断片 が強 く検出 さ れ る 条件下 で ， 細 胞
D N A と全く反 応 しな か っ た ． しか し， D と K． 断片は
細胞 DN A と強 く反応 し， 陽性 バ ン ドは ス メ ア状 に 検
出され た．
以上 の 結果か ら， Ba mHI－A ，C 断片が ハ イ プリ ダイ
ゼ ー シ ョ ン の プロ
ー プと し て 適 して い る こ とが 明らか
に な っ た ． しか し， A を含む組換え D N A クロ ー ン に
は上述 し た余分な断片が含まれ て い た の で ， 以 下の実
験で は， C 断片 をプ ロ ー ブと し て用 い た．
王工 ． 中枢 神経組織 と 三 叉神経節か ら の H S Y－1 ゲノ
ム の 検出
1 2 3 4
pr obe A C
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H S V－1潜伏感染 し た マ ウ ス の 中枢神経組織 か ら の
H S V－1 ゲノ ム の 検出に は， HS V．1 を接種 し なか っ た
正常 マ ウ ス 1 匹， H S V－1 の 潜伏後 に H S V－1 の 再発 ヘ
ル ペ ス症が 認め られ た マ ウ ス 6 匹く再発群J， 認め ら れ
な か っ た マ ウス 6匹 く非再発群ユ の各々か ら取 り出 し
た大脳皮質と脳幹 を用 い た ． 中枢神経系と 三叉 神経節
の ゲ ノ ム 構造 を比較す る ため ， 三 叉 神経節か ら も正常
マ ウ ス と再発群 の マ ウ ス 5 匹を用 い て HSV．1 ゲ ノ ム
検出 を行 っ た ． これ らの組織か ら抽出した D N Aに つ
い て， 上 述の Ba mH I－C 断片 をプ ロ ー ブに 用 い た ハ イ
プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た ． 大 脳皮質 に つ い て の
オ ー トラ ジオ グ ラ ム を図4 に， 脳幹， 三 叉神経節の そ
れ を図5， 6 に 示 した
．
大脳皮質 で は， 再発群の 6検体 くレ ー ン 4 へ 9I 全
7 8
D Kl
Fig．3． Blothybridiz atio n of clo n ed H S V－1 Ba mHI fr agm e nts to m o u se c e11 D N A．
M o u s e c ellくし929ID N Aく10JLgHla n esl，3， 5 a nd 71a nd H S V－1 D N Aく250pglplu s
the c ell D N Aく10JLgl く1a n e s2， 4，6 a nd 81 w e redige sted with Ba mH I． T hedige sts
Were electropho re sed in al％ aga r o s egel a ndtr an sfe rr edto a nitro cellulo s efilter．
T hefilte r wa shybridiz edto
32P－1abeled Ba mHIA， C， D， O rKl fragm e nt．
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Fig． 4． Dete ctio n ofthe H S V－1 D N As equ e n c e sfr o m cer ebr al c o rtic e s of latently
infe cted mic e． Sa mple D N As w e r eindividu ally extr a cted fr o m c e rebralc o rtic e sof
the mic e with de rm al re c u r re ntle sio n sくIanes4， 5， 6， 7， 8 a nd 91， the mic e witho ut
su ch le sio n sく1a n eslO， 11， 12， 13， 14a nd 151 a nd n o ninfe cted m o u s eく1a n e31．
Re c o n stru Cted D N As， C O ntaining m o u s e c ell D N Aく5JLgland HSV－1 D N Aく12．5p g
a nd l．25pgl， C O rr eSpO nd to O．1 and O．01 c op y per c ellre spe ctiv elyくIa n e sl a nd 2l．
Ea ch ofthe sa mple D N Asく5jLgン a nd the recon str u cted D N Aw a sdige sted with
r e strictio n e n zym eBa mH I， ele ctropo r es ed o n al％ aga r o s egel， tr a Sferr ed to a
nitr o c ellulo sefilterand hybridiz edto
3 2P－1abeled Bbm H I－C fragm e nt． T he Co nthe
right side ofthe photogr aph indic ate sthe dete cted Ba mHI．C fragm entin tho se
D N As． T he 4 K b de n ote sthe siz e ofthe a n othe rdete cted D N A fr agm e ntfr o m
late ntlyinfe cted mice． くT he siz e ofthisfr agm entis e stim atedin c o mpa ris o n with
tho se ofv a rio u sH ind III dige sts ofphargelamda D N Athat w e re ele ctr opho r es ed in
pa r alleり．
中枢神経系 で特異的な H S V ゲノ ム の 構造変化
てか ら， ま た 非再発群 で は 6 検体中 5検体 くレ ー ン
11 旬 15I か ら各 2本の バ ン ドが 出現 した． 上 方の バ ン
ドは C 断片 くレ ー ン 1 と 2う と 一 致 した． 一 方 ， 下方
の バ ン ド は C 断片 く9．6 K bン よ り 著 し く 小 さ く， 入
D NA の H ind 工II断片 をサイ ズ マ ー カ ー と し て検討 し
たと こ ろ， その 長 さは 約4E bで あ っ た ．
ウイ ル ス ゲ ノ ム 0．01 コ ピ
ー ノ細 胞 に 相当 す る C 断
片の 濃度 く図 4 ， レ ー ン 2つ を指標 と して ， 大脳皮質
にお ける ウイ ル ス ゲ ノ ム の 存在量 を求 める と， お よ そ
0．001
〆 VO．005コ ピ ー ノ細胞で あ っ た ． また ， 再発群と非
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再発群の 間で C 断片の 存在量に 差違が認め られ た． す
な わ ち， 非再発群 より再発 群の マ ウス 大脳皮質で C 断
片検出量 が 多か っ た ． し か し， 4K b断片に 関し て は ，
再発 群 と非再発群 の 間に 検出量の 適 い は認 め ら れ な
か っ た
．
脳幹 でも再発群の 6検体中5検体 か ら， 非再発群の
6検体中4検体か ら C断片と 4 K bに 一 致す る位置 に
2本の バ ン ドが 出現 した く図5フ． しか し， ゲ ノ ム の 存
在量 は大脳皮質よ りも低 か っ た
．
そ の た め， コ ピ ー 数
の 推定， 再発群と非再発群間の 検出量の 比 較は で きな
Fig． 5． Dete ctio n ofthe H S V－1 D N Asequ encefrom br ain ste m s of late ntlyinfe cted
mic e． Details a r ethe s a m e a s sho w nin thelege nd of Fig． 4e x c ept thebr ain ste m s
W ere u S ed．
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か っ た ．
三 叉神経節に つ い て は， 再発群 の 5検体全て か ら C
断片の位置に 陽性 バ ン ドが 出現 した く図 机 ． しか し，
大脳 皮質， 脳幹で 出現 した 4 K b． 断片は全例で認め ら れ
な か っ た ． 三 叉神経節で の ウイ ル ス ゲ ノ ム の存在量は，
大脳皮質や脳幹 よ りも 多く ， 0．01一 － 0．05コ ピ ー ノ細胞
で あ っ た ．
Fig． 6． Detection of the HSV－1 D N As equ en c e
fr o mtrige min alga nglia of latentlyinfe cted mic e．
Sa mple D N As w e r eindividu a11y extra cted fr o m
bilate r altrige min al ga nglia ofthe mice， Which
had sho w nder m alre c u r re ntle sio n sく1a n es4，5，6，
7 a nd 8ナ a nd of n o ninfe cted m o u seく1a n e31．
Rec o n stru Cted D N As， C O ntaining m o u se c ell
D N Aく5JLgIand H S V D N Aく125pga nd 12．5p gl，
COrTeSpO ndto l a nd O．1copy pe r c elHla n esl a nd
21， re Spe Ctiv aly． Ea ch of the sa mple D N As く5
JLgJ a nd the re c o n stru cted D N As w e redige sted
with Ba mH I， ele ctrophor
－
eSed o n al％ aga r o se
gel， tra Sfe rr ed to a nitr o c ellulo sefilter and
hybridiz ed to
3 2P．1abeled H S VBa mH I．C frag－
m ent． T he C o nthe rightside ofthe photogr aph
indicate sthedetected C fr agm e ntintho seD N As．
考 察
本研究の 目的 は， H S V－1 潜伏感染 マ ウ ス の 中枢神経
系組織 に 存在す る ウイ ル ス ゲ ノ ム の 構造変化の 有無を
検討 す る こ と で あ っ た ． 現在ま で， H S V－1DN A断片
を プ ロ ー ブ に 用 い た ハ イ プ リ グイ ゼ ー シ ョ ン に よ っ
て ， 潜伏感染 マ ウス の 中枢神経系か ら， H S V．1 D NA
の 末端部 を除い た ほ ぼ全塩基配列に あた る 断片が， 本
来の ゲ ノ ム サイ ズに 一 致 し て検出され た と報告さ れて
い る1 7H引 ． しか し， 以 下 の 理 由で ， これ らの 検 出結果の
解釈 に は 疑問 が あ る． ま ず， プ ロ ー ブ に 用 い られ た
D N A断片は， 細胞 D N A との相同性 に つ い て検討さ
れ て い ない た め， 検出さ れ た断片が す べ て ウイ ル ス由
来の 断片である か不明で あ る． また ， 複数 の異なるゲ
ノ ム 領域の 断片を プ ロ ー ブ に 用 い て い る た め構造上変
化 した 断片が他 の 断片 と重な れ ば， そ の 変化の 検出は
困難 に な る． そ こ で， 本研 究で は， 既に 述 べ た通 り，
細胞 D N Aと 相同性 を持た な い H S V－1 D N A断片と
して ， Ba mH トC断片 を プ ロ ー ブ に選択 した． この 断片
を単独 で プ ロ ー プに 用 い る こ と に よ っ て ， 組織 に存在
す る H S V－1 ゲノ ム を特 異的に 検出 し， C 断片領域の
構造変化の有無 を検討す る こ とが 可能 で あ っ た ．
近年， 末端接合部 を含 む断片 をプ ロ ー プと して用い
る と， 接合部の 断片は検出され る が， 末端部の 断片は
検出され ない こ とが 報告さ れ て い る1 7ト 瑚 ． こ の ことか
ら， 潜伏感染 に お け る H S V－1 ゲノ ム は本来 の 単位長
の直鎖状 2本鎖 DN A と は異な り ， 例え ば， D N A分子
が つ な が っ た 状 態 くc o n c ate m e rl， 環 状 状態
くepis o mal statel， 細胞 D N Aに 組み 込 ま れ てい る状
態 くintegrated statelな どで存在 して い る こ とが考え
られ て い る
17卜2引
． 本研究 で は ， 大脳 皮質 と脳幹か ら
Ba mH I－ C断 片以 外 に C 断片 よ り 著 し く 小 さ な 断片
く4 K blを検出 した． C 断片が 細胞 D N A や C断片以外
の H S V－1． Ba mHI断片と相同性を持た ない こ とが確
か め られ て い る の で ， 4 K b断片は構成成分と して C断
片由来の塩基配列 を持 つ こ と は明 ら か で あ る． こ の
4 E b断片は， ゲ ノ ム 上 の C 断片領域 に 約 5 K bの 欠尖
が起 き た た めに 生じ たと 考え られ る ． す な わ ち， 中枢
神経系に 存在す る H S V－1 ゲ ノ ム の 一 部 は， 末端部分
以外 に も， C 断片領域 の 構造変化を きた して い る こと
が 示唆 さ れ た．
中枢神経系に 特異的な H S V－1 ゲノ ム の 構造変化に
つ い て は， 従来か ら 注目 され て い た 岬 抑 ． 今回 の C断
片領域 の構造変化は ， 三 叉神経節で は認 めら れな い こ
とか ら く図6う， 大脳 皮質 と脳幹に 特異的 な知見で ある
と考 え られ る． 本研究で は ウイ ル ス ゲ ノ ム 全体の 6％
に あた る Bam HトC 領域 の 構造変化 を， ほと ん どの個
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体で 認めた ． こ の こ と か ら， 他の ゲ ノ ム 領域で も同様
な構造変化 が起き て い る 可能性が あ る． こ の 推論が 正
しい と す る な ら ば， 中枢神経系 に 存在す る H S V－1 ゲ
ノ ム の 大 部分 が， 構造上 どこ か の 領域 に 変化 を受 けた
不完全ゲ ノ ム と して 存在 する こ と に な る． 中枢神経系
に お ける H S V，1 ゲノ ム の 構造変化 は， H S V－1潜伏感
染マ ウ スの 三 叉神経節 か ら は高率 に ウイ ル ス が 救済 さ
れるの に 対 して ， 中枢神経系か ら は稀 に しか 救済され
ない こ との 理 由の
一
つ に な りう る． また ， 中枢神経系
に お け る H S V－1 ゲノ ム 構造 の 変化 が H SV－1 ゲノ ム
の 不溶化をも た ら す な らば， 中枢神経系に お い ては，
H S V－1ゲ ノ ム の 修飾 を H S V感染 に 対 す る 防御機構
の 一 つ と み なす こ と も出来よう ．
神経節に 潜伏したウイ ル ス が再 び感染力 を有 して ， 神
経節の支取領域である体表部 に再発 ヘ ル ペ ス 症 を引き起
こ す現象 は， ヒ トの み で な く， マ ウス を用 い た H S V．1
潜伏感染の 系 で も認め ら れ てい る3 4 ト 3 61． 一 方， 中枢神
経系で の 再発現 象 に つ い て は， 潜伏感染の 成立 した マ
ウス に 免疫抑制剤を投与 する と ， 再活性化 B S V－1 が
中枢神経系 に 出現 し 叩 ， と き に ， H S V－1脳 炎が誘発 さ
れる こ と3 削が 報告され て い る ． こ れ ら の 実験で 用 い ら
れた免疫抑制剤の 投与 は， 体表部での 再発 ヘ ル ペ ス症
も引き起 こ す こ とが 知 られ て い る3I． 今回 ， H SV．1ゲ ノ
ム C 断片の 大脳皮質 で の 検出量が ， 非再発群よ り再発
群で 明 ら か に 高か っ た ． こ の 結果に 対 し て以 下の 解釈
がで きる． 一 つ は ， さ き に 示 し た仮説 に 基づ く も の で ，
中枢神経系に 存在す る の は大部分が不 完全ゲ ノ ム であ
り， 再発 マ ウ ス で の C 断片の 増量 は， 単 に 不 完全 ゲ ノ
ムが増加 した こ と を示 し て い る と い う解釈 で あ る． も
う 一 つ は， 先 の 仮説と異 な り， 再発 マ ウ ス の 中枢神経
系で ウイ ル ス の 増殖が起 き， そ の た め に ゲ ノ ム の 蓄積
が起き たと い う 解釈 で あ る． 後者の 考 えに よれ ば ， 再
発 を繰 り返 す こ と に よ っ て 中枢神経系の ゲ ノ ム 量 が
徐々 に 増大 して ゆき ， そ れが ある量 ま で 蓄積 し た場合，
そこ に宿主 側の 防御能の 低下 が 重 な っ た と き脳炎と い
う症 状が発 現 して く る ， と い う仮説 を たて る こ と が 出
来る． この 仮説を証 明 す る た めに ， 今後， 実験的に 再
発 を繰り返 した マ ウ ス の 中枢神経系で ゲ ノ ム が着実に
増加 し， それ が ゲ ノ ム の み の 増加で な く ウイ ル ス の 増




H S V－1 ． H F株潜伏感染 B A L AIc マ ウ ス の 大脳皮
質， 脳 幹 及 び 三 叉 神経節 か ら ウ イ ル ス ゲ ノ ム を
So uther n法 に よ り検出し， 中枢神経系 で の ゲ ノ ム の構
造変化の 有無 と， 再発 ヘ ル ペ ス 症と ゲ ノ ム 存在量 との
関連性 を検出 した． 検出は So uthern 法に よ っ て ， 細胞
と相同性の な い Ba mHI－C断片を プ ロ ー プに 用 い た ．
実験結果 は次の よ う に 要約 され る．
1 ． 実験動物の ほ と ん どの 個体で大脳皮質， 脳幹か
ら本来の C 断片 く9．6 K blの 他に ， C 断片が 著しく 小さ
く な っ た 断片も検出さ れた こ とか ら， 中枢神経系 に存
在す る 一 部の H S V－1 ゲノ ム に は， 特異的な UL 領域の
構造変化が生じ て い る こ とが推定さ れた．
2 ． 再発 マ ウ ス の 大脳皮質で， 非再発群に 比 べ C 断
片の 検出量が多か っ た こ とか ら ， 体表部で の 再発 ヘ ル
ペ ス 発症 マ ウ ス は， 中枢神経系に お い て H S V－1 ゲノ
ム 量 が増加す る こ とが 明ら か に な っ た ．
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latentinftctio nin the trlge minalganglia oftho s e mice w a sprov ed bythe resc u eofa ctiv e virusin
the co － C ultiv ation ofthe min ced tis s ue s with vir us s ensitiv e c ells． D N As w er extracted 丘om
individu al mic e tiss u e s a nd dige sted with the r e strictio n e n zym e Ba mH I． T he digests w e r e
elec tropho re s ed o n a n ag rose gel， tr a n Sftr red to a nitro c ellulos e mte r ac cording toSo uthe r n
m ethod a nd hybridiz ed to
32P－1abeled clo ned Ba m H I－ C ftagm e nt， Which is located o n the U L
reg1 0 nOfthe H S V
－1 ge n o me． T he Ba mH トC fragm e nt was c o n丘r med no t tohybridiz et om ou s e
C ell DN A． T he res ults a r eas fb1lo w s． T he vir al Bam H IN C 丘agment a nd itsshorte ned ftagm e nt
く4 K b ftagm e ntl w ere detected 丘o m the c e rebr alc orticesand br ain ste ms ofalm ost a11thelatently
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inftcted mice ． In c o ntr a st， this shorte n ed f hgm e nt w as notdete ctedftom the trlge min alga nglia．
T he am ou nt of dete cted Ba mHI－ C fragm ent w as higherin the c er ebr alc o rtic es ofthe mice with
der m al H S Vrecurre nc ethan thos e witho ut r e c u rr e n c e． T he dete ctio n ofthe shorten ed ftagme nt
s ug ge sts that so me ofthe H S V
－1 D N As in C N Sof late ntly inftcted mic e a r e subje cted to a
str uc t ural m odinc atio n on the UL r eg1 0 n Ofthe geno m e． T he incr eas ein am ount of Ba mH トC
丘agm e nt sho w sapossibilitythat the H S V－1 ge nom ein C N Sacc u m ulates with the vir alreplic atio n
on H S Vr e c u rr e nc ．
